16 - Diseño de fármacos asistido por ordenador by Morreale, Antonio et al.
Cap´ıtulo 16
Disen˜o de fa´rmacos asistido por
ordenador
Antonio Morreale, Almudena Perona, Javier Klett,
A´lvaro Corte´s-Cabrera y Helena G. Dos Santos
16.1. Introduccio´n
De una manera muy general podemos decir que los sistemas biolo´gicos comparten un lenguaje comu´n
de comunicacio´n basado en las interacciones que se establecen entre distintos tipos de mole´culas como
prote´ınas, a´cidos nucleicos y entidades qu´ımicas de menor taman˜o denominadas gene´ricamente ligandos.
Muchas enfermedades provienen precisamente de un mal funcionamiento de estas interacciones por lo
que conocer co´mo se producen nos va a permitir interferir en ellas a trave´s del uso de ligandos que
disminuyan, o incluso anulen, los efectos de la enfermedad. Tambie´n se puede dar el caso de que lo que
busquemos sean activadores de dichas interacciones.
La bu´squeda y posterior comercializacio´n de un nuevo fa´rmaco es un proceso que requiere de un
tremendo esfuerzo en investigacio´n y desarrollo as´ı como de una enorme inversio´n econo´mica. Bajo el
paradigma de que con el mayor nu´mero posible de candidatos a estudiar ser´ıa ma´s probable encontrar
nuevos fa´rmacos, en los u´ltimos 30 an˜os se ha popularizado el empleo de te´cnicas experimentales
de cara´cter masivo como la qu´ımica combinatoria y el cribado de alto rendimiento (high-throughput
screening). Sin embargo, el esfuerzo econo´mico as´ı invertido y el nu´mero de nuevos fa´rmacos que han
alcanzado el mercado no esta´n en concordancia, y esta´ claro que el nu´mero de estos esta´ muy por
debajo de las expectativas iniciales hechas en base a las te´cnicas masivas (Figura 16.1).
De alguna manera estos resultados tan inesperados han repercutido de forma positiva en el desarrollo
paralelo de te´cnicas computacionales con el objetivo de servir como solucio´n al cuello de botella existente
en el actual modelo de bu´squeda de nuevos fa´rmacos. La idea subyacente es intentar racionalizar y, en
base al conocimiento, acelerar las etapas iniciales del disen˜o de fa´rmacos.
Los me´todos teo´ricos, cuando esta´n bien fundamentados e implementados, permiten seleccionar a par-
tir de colecciones de millones de mole´culas (quimiotecas) aquellos candidatos que tienen una mayor
probabilidad de interaccionar con una diana terape´utica dada. Este reducido conjunto puede analizarse
experimentalmente y aquellos compuesto que den sen˜al de interaccio´n con la diana, llamados hits, pue-
de optimizarse hasta alcanzar los perfiles farmacocine´ticos y farmacodina´micos adecuados y convertirse
as´ı en leads.
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Figura 16.1: Evolucio´n en el tiempo del nu´mero de nuevos fa´rmacos que han alcanzado el mercado.
Desde una perspectiva teo´rica, y dependiendo de la informacio´n estructural que tengamos a nuestra
disposicio´n, se pueden presentar cuatro escenarios distintos que van desde el ma´s favorable de todos
(cuando tenemos informacio´n estructural de la diana y de alguno de sus ligandos, entonces empleamos
docking y cribado virtual) pasando por dos casos intermedios (cuando conocemos o la estructura de
algunos ligandos o de la diana, y entonces se usan los llamados farmaco´foros) hasta el caso ma´s
desfavorable caracterizado por la ausencia de cualquier informacio´n estructural (donde es necesario
llevar a cabo estudios experimentales que nos den idea sobre el tipo de estructuras involucradas en la
interaccio´n para poder aplicar algu´n me´todo teo´rico).
En este cap´ıtulo revisaremos los fundamentos de la te´cnica denominada docking y su uso en el cribado
virtual de quimiotecas, y repasaremos los tipos principales de interacciones que se producen entre un
ligando y su diana y co´mo cuantificarlas. De aqu´ı en adelante usaremos indistintamente los te´rminos
diana y receptor, y en algunos casos prote´ına, si bien al final del cap´ıtulo hay dos apartados relacionados
con el docking prote´ına-prote´ına y ligando-a´cido nucleico, respectivamente. Terminaremos este estudio
con un apartado donde se recogen las conclusiones principales as´ı como las perspectivas futuras de estas
te´cnicas.
16.2. Docking prote´ına-ligando
16.2.1. Definicio´n del problema del docking
El problema del docking pude definirse de forma sencilla de la siguiente manera: dados a) la estructura
3D de una diana de intere´s, una prote´ına por ejemplo, y b) la estructura 3D de un ligando, encontrar
cua´l es la configuracio´n 3D experimental que posee el complejo formado por la prote´ına y el ligando.
Dado que el ligando puede adoptar diversas posiciones dentro del sitio de unio´n de la prote´ına, la
herramienta de docking consta, en primer lugar, de un me´todo de muestreo (componente estructural)
que enumera todas las configuraciones posibles ligando-receptor (poses) y, en segundo lugar, de una
funcio´n matema´tica, llamada funcio´n de puntuacio´n o scoring, que evalu´a co´mo de buenas son las
interacciones existentes entre la prote´ına y el ligando en cada una de las poses (componente energe´tica).
16.2.2. Componente estructural
El me´todo de docking pertenece a una clase de te´cnicas ma´s amplia generalmente conocida como me´to-
dos basados en la estructura, por lo que se asume un conocimiento previo de la estructura 3D tanto
de la diana como del ligando. Por un lado, la estructura de la diana puede obtenerse por medio de
diferentes me´todos experimentales (principalmente cristalograf´ıa de rayos-X y espectroscop´ıa de Re-
sonancia Magne´tica Nuclear) o teo´ricos (modelado por homolog´ıa) y se puede conseguir a trave´s del
Protein Data Bank (PDB)[4]. Por otro lado, la estructura experimental de muchos ligandos esta´ acce-
sible a trave´s de la base de datos de Cambridge Structural Database (CSD) [1] o puede construirse de
forma fa´cil con un programa de modelado molecular. Adema´s, existen multitud de estructuras 3D de
complejos receptor-ligando en el PDB, siendo e´sta una fuente importante de estructuras para probar
los algoritmos de docking, ya que conocemos a priori cua´l es el resultado final.
Desde un punto de vista ma´s te´cnico, para el algoritmo de docking la parte ma´s importante de la
estructura de la diana es la zona de unio´n del ligando, conocida como bolsillo, sitio o centro activo,
o cavidad de unio´n (Figura 16.2). La unio´n del ligando al centro activo produce una modificacio´n,
activacio´n o inhibicio´n de la respuesta fisiolo´gica de la diana. El centro activo puede estar localizado
en la superficie de la diana o enterrado en su interior. La disposicio´n 3D de las cadenas laterales y del
esqueleto de los residuos de la diana en el centro activo determina la especificidad del ligando por esa
diana en particular (Figura 16.2). Por u´ltimo, algunos residuos del centro activo se han conservados a
lo largo de la evolucio´n, principalmente aquellos relacionados con la actividad de la diana. Si conocemos
do´nde esta´ situado el centro activo (por ejemplo a trave´s de la estructura 3D de complejos diana-ligando
determinada experimentalmente) podremos guiar al algoritmo de docking a una regio´n en particular
de la diana, en lugar de buscar en toda su superficie (docking ciego).
Figura 16.2: Complejo prote´ına-ligando mostrando detalles del centro activo y las interacciones entre
el ligando y las cadenas laterales de los residuos que lo forman.
16.2.3. Componente energe´tica
La estabilidad de un complejo molecular, as´ı como la de cualquier mole´cula individual, se puede cuan-
tificar recurriendo a los principios ba´sicos de la f´ısica usando modelos cla´sicos, meca´nica de Newton, o
cua´nticos. Dado que los ca´lculos moleculares basados en meca´nica cua´ntica son muy costosos y sobre
todo para sistemas con un elevado nu´mero de a´tomos (como los complejos que nos ocupan), la meca´nica
cla´sica es el me´todo de uso comu´n en los ca´lculos de energ´ıas de interaccio´n entre la diana y el ligando.
Cuando se produce la unio´n entre el ligando y el centro activo de su diana se establecen una serie
de interacciones espec´ıficas que son las responsables de la estabilidad total del complejo. El e´xito
de un me´todo de docking radica principalmente en un conocimiento profundo y una implementacio´n
apropiada de las fuerzas directrices que rigen la unio´n entre la diana y el ligando. En concreto, a lo
largo del protocolo de docking se hacen ciertas aproximaciones y se toman ciertas decisiones basadas
en la cuantificacio´n de la unio´n diana-ligando estableciendo un criterio de bondad de ajuste en virtud
del cual se elegira´ la mejor solucio´n como resultado final del docking.
Los principales tipos de interacciones moleculares que se consideran fundamentales para entender y ra-
cionalizar la unio´n ligando-diana son las siguientes: interacciones de van der Waals (vdW), interaccio-
nes electrosta´ticas, interacciones por enlace de hidro´geno, interacciones con el disolvente, interacciones
hidrofo´bicas y contribuciones entro´picas.
Interacciones de tipo van der Waals (vdW)
Cuando dos mole´culas se aproximan y van entrando en contacto, las interacciones de vdW dan cuenta
de dos tipos de fuerzas diferentes: a) repulsio´n, la cual actu´a a corta distancia debido al solapamiento o
superposicio´n de las nubes electro´nicas de los a´tomos que se acercan, y b) atraccio´n, que se da a larga
distancia y es debida a la correlacio´n entre los electrones de los diferentes a´tomos (fuerzas de dispersio´n
de London), y se debe ma´s a la forma (o volumen) que propiamente al contenido electrosta´tico. Ambas
fuerzas dependen de la distancia entre los a´tomos (r) por lo que su representacio´n es bastante directa.
El modelo ma´s usado es el del potencial de Lennard-Jones, donde el te´rmino repulsivo depende de r−12
y el atractivo, de r−6.
Interacciones electrosta´ticas
Las interacciones electrosta´ticas esta´n presentes en la mayor parte de los procesos de unio´n (interaccio-
nes carga-carga, enlaces de hidro´geno, apilamiento de nubes pi o pi-pi stacking, interacciones hidrofo´bicas,
desolvatacio´n...). Las fuerzas que rigen estas interacciones tambie´n se denominan de ajuste de la selec-
tividad, un aspecto clave en el desarrollo de nuevos y ma´s espec´ıficos. Sin embargo, su ca´lculo exacto
sigue siendo uno de los mayores retos de nuestros d´ıas. La aproximacio´n ma´s simple es el modelo
Culo´mbico (el producto de las cargas dividido por la distancia y una funcio´n diele´ctrica sencilla que
simula el apantallamiento ejercido por el disolvente). Otros me´todos ma´s complejos, y ma´s costosos
computacionalmente, esta´n basados en el modelo generalizado de Born (GB) [36] o en la resolucio´n de
la ecuacio´n de Poisson-Boltzmann (PB) [14].
Interacciones por enlace de hidro´geno
Se trata de una interaccio´n muy selectiva y altamente dependiente de la orientacio´n de sus constituyen-
tes. Se establece entre un a´tomo de hidro´geno unido a un a´tomo electronegativo, llamado donador de
enlace de hidro´geno, y otro a´tomo tambie´n electronegativo, llamado aceptor de enlace de hidro´geno. La
fuerza del enlace depende de la posicio´n relativa de los tres a´tomos implicados, es decir de las distancias
y a´ngulos que haya entre ellos. Su papel en el reconocimiento molecular es important´ısimo.
El efecto del disolvente
Todas las interacciones a tener en cuenta en biolog´ıa tienen lugar en un entorno acuoso. Cuando las
mole´culas esta´n aisladas en disolucio´n, esta´n completamente rodeadas de mole´culas de agua. Sin embar-
go, cuando se produce la unio´n ligando-diana muchas de estas mole´culas de agua son desplazadas. Este
desplazamiento conlleva un gasto energe´tico que debe ser contrarrestado por las nuevas interacciones
formadas. Adema´s, se produce una ganancia de entrop´ıa en las mole´culas de agua liberadas. Desde un
punto de vista teo´rico, hay dos modelos extremos para tener en cuenta los efectos del disolvente: a)
modelos de disolvente expl´ıcito, donde las mole´culas de agua esta´n representadas con detalle ato´mico, y
b) modelos de disolvente impl´ıcito, donde se construye una funcio´n matema´tica que trata de simular el
comportamiento global del disolvente en funcio´n de su constante diele´ctrica. Tambie´n es posible consi-
derar modelos mixtos en los cuales se tienen en cuenta expl´ıcitamente determinadas mole´culas y el resto
se consideran de manera impl´ıcita. En docking se suelen emplear modelos de disolvente impl´ıcitos ya
que son lo suficientemente ra´pidos como para permitir un gran nu´mero de ca´lculos en un corto espacio
de tiempo. Sin embargo, es necesario llegar a un compromiso entre exactitud y velocidad, cualidades
que suelen estar inversamente relacionadas. Los me´todos ma´s populares son los ya citados GB y PB.
Interacciones hidrofo´bicas
Algunos aminoa´cidos poseen cadenas laterales hidro´fobas (leucina, valina, prolina...) al igual que muchos
ligandos poseen partes hidro´fobas en su estructura. Esto significa que no esta´n bien, energe´ticamente, en
un entorno acuoso. Si dos centros hidro´fobos entran en contacto las mole´culas de agua de su alrededor
son liberadas y esta interaccio´n (efecto hidrofo´bico) produce una contribucio´n positiva a la estabilizacio´n
total de la unio´n.
Contribucio´n entro´pica
El concepto de entrop´ıa esta´ ı´ntimamente relacionado con la idea de orden. Una mole´cula aislada es
libre de desplazarse, rotar y vibrar. Cuando se forma un complejo intermolecular, algunos de estos
movimientos se pierden. Como consecuencia de ello, se establece un mayor orden en el sistema lo
que lleva asociado una disminucio´n de la entrop´ıa. Aparte de la entrop´ıa del disolvente, la entrop´ıa
del soluto (o entrop´ıa configuracional) se suele dividir en dos partes: conformacional y vibracional. La
parte conformacional tiene que ver con la reduccio´n del nu´mero de pozos de energ´ıa que tanto el ligando
como la prote´ına pueden visitar una vez que ha ocurrido la unio´n, mientras que la parte vibracional se
refiere a los movimientos dentro de un pozo de energ´ıa en particular. La entrop´ıa es considerada como
una propiedad dif´ıcil de calcular, y aunque tiene un papel importante en la estimacio´n de la energ´ıa
libre se suele ignorar.
Otras interacciones
En este apartado se incluyen las interacciones que dan lugar a la formacio´n de enlaces covalentes entre
el ligando y la diana produciendo inhibidores irreversibles, as´ı como las mediadas por mole´culas de
agua espec´ıficas, iones meta´licos o a´tomos de halo´genos. Estas interacciones tambie´n son importantes
y determinan en algunos casos la correcta prediccio´n del modo de unio´n del ligando. Sin embargo, rara
vez se tienen en cuenta o, si se hace, suele ser a un nivel teo´rico muy aproximado que esta´ lejos de ser
exacto.
16.2.4. Docking : consideraciones teo´ricas
En esta seccio´n se trata el aspecto teo´rico de las herramientas comu´nmente empleadas en docking. Sin
embargo, antes de profundizar en este tema, es necesario comentar brevemente el modelo f´ısico en el
que se basa la unio´n entre el ligando y su diana.
Modelo f´ısico de unio´n
La magnitud principal que determina la unio´n entre un ligando y su diana es la energ´ıa libre de unio´n,
que se define como la diferencia de energ´ıas libres entre la correspondiente al complejo ligando-diana y
la de sus respectivas especies aisladas (Ecuacio´n 16.1) con las que se encuentra en equilibrio:
∆Gunio´n = −RT lnK (16.1)
siendo R la constante de los gases ideales, T la temperatura y K la constante de equilibrio. Esta
constante se puede medir experimentalmente y compararla con la estimada por la Ecuacio´n 16.1.
Como en cualquier otro equilibrio qu´ımico, la propiedad clave del sistema es el potencial qu´ımico (de
donde deriva la energ´ıa libre de unio´n), que puede estimarse a trave´s de la termodina´mica estad´ıstica
por medio de la funcio´n de particio´n. Una expresio´n comu´n obtenida en te´rminos de la energ´ıa potencial
y el efecto del disolvente se muestra en la Ecuacio´n 16.2 [10]:
∆Gunio´n = 〈UPL〉 − 〈UP 〉 − 〈UL〉+ 〈WPL〉 − 〈WP 〉 − 〈WL〉 − T∆Sconf (16.2)
donde PL se refiere al complejo, P es la diana y L, el ligando. U es la energ´ıa potencial y W representa
el efecto del disolvente. Todas estas magnitudes son energ´ıas promedio tipo Boltzmann, tal como indica
el s´ımbolo “〈〉”. El u´ltimo te´rmino se refiere al cambio de entrop´ıa configuracional, donde normalmente
se considera una sola configuracio´n que representa al estado unido.
Actualmente hay tres modelos que representan la unio´n prote´ına-ligando. El primero de ellos data
de 1894 y fue postulado por Emil Fischer [9]. Se trata del bien conocido modelo de llave-cerradura
(lock-and-key): solo la llave correcta puede encajar en su cerradura. Se trata de una aproximacio´n muy
r´ıgida, ya que no se consideran adaptaciones mutuas entre el ligando y la diana. Una aproximacio´n ma´s
flexible, conocida como modelo de acoplamiento inducido (induced fit), fue posteriormente propuesta
por Daniel Koshland en 1958 [24]. El acoplamiento inducido considera que la flexibilidad intr´ınseca de
la diana se traduce en una reorganizacio´n de su centro activo para acomodar a los ligandos entrantes.
Por u´ltimo, el modelo de seleccio´n conformacional (conformational selection) (1999) [3], postula que
es el ligando el que selecciona, de entre un conjunto de conformaciones accesibles de la diana, la ma´s
apropiada para su unio´n. En la Figura 16.3 puede verse una representacio´n gra´fica de los tres modelos.
La funcio´n de puntuacio´n o scoring
Una funcio´n de puntuacio´n, o scoring, es una ecuacio´n matema´tica que nos da un valor con el que
cuantificar la fortaleza con la que un ligando se une a su diana. El paisaje energe´tico de esta unio´n
suele ser extremadamente complejo, con un gran nu´mero de valles (mı´nimos) y montan˜as (ma´ximos)
(Figura 16.3C). Se espera de la funcio´n de scoring que sea capaz de recorrer este paisaje y localizar
los mı´nimos, ya que estos se corresponden con situaciones (configuraciones ligando-diana) plausibles en
las que se tiene un complejo estable (Figura 16.3A y Figura 16.3B), siendo alguna de ellas similar a la
Figura 16.3: Representacio´n gra´fica de los tres modelos de unio´n ma´s comunes.
experimental. Adema´s, debe de hacerlo lo suficientemente ra´pido como para evaluar el elevado nu´mero
de posibles configuraciones que se generan en los estudios de interaccio´n ligando-diana, y seleccionar,
de todos los mı´nimos posibles, aquel que corresponde a la estructura experimental como la mejor de
las soluciones. Por tanto, una funcio´n de scoring deber´ıa ser tanto computacionalmente eficiente como
fiable.
Las funciones de scoring se utilizan en distintas etapas del proceso de descubrimiento de nuevos fa´rma-
cos, desde la identificacio´n de un hit en cribado virtual hasta su optimizacio´n a lead, para evaluar las
distintas poses en docking, para la identificacio´n de ligandos de alta afinidad y para predecir afinidades
de unio´n.
Hay tres tipos principales de funciones de scoring que se diferencian entre s´ı por los datos usados en
su derivacio´n: emp´ıricos, basados en el conocimiento y basados en campos de fuerzas.
Las funciones de scoring basadas en datos emp´ıricos son aquellas obtenidas a trave´s de un ana´lisis de
regresio´n multilineal entre medidas experimentales de actividad y una serie de propiedades considera-
das como fundamentales para que se produzca la unio´n, como interacciones por enlace de hidro´geno,
interacciones io´nicas, contactos polares y no polares. La contribucio´n de cada una de estas interaccio-
nes a la energ´ıa de unio´n total viene ponderada por un coeficiente que se obtiene usando un conjunto
de prueba (training set) de complejos ligando-diana. Es por ello que estas funciones son de limitada
aplicacio´n ma´s alla´ del conjunto de prueba (Ecuacio´n 16.3):
∆Gunio´n = ∆G0 + ∆Ghbf(hb) + ∆Gionicf(ionic) + ∆Glipof(lipo) + ∆Grotf(rot) (16.3)
donde cada f(int) es una funcio´n que representa a un tipo de interaccio´n (int), y ∆Gint es el coeficiente
obtenido de la ecuacio´n de regresio´n y que da peso a la contribucio´n relativa de cada tipo de interaccio´n,
siendo ∆G0 una constante.
Las funciones de scoring basadas en el conocimiento hacen uso de las bases de datos de estructuras
3D para buscar que´ tipos de interaccio´n suceden ma´s comu´nmente entre ligandos y dianas y con
que´ frecuencia. Las frecuencias se convierten en energ´ıa libre usando la fo´rmula inversa de Boltzmann
(Ecuacio´n 16.4) y definiendo un estado de referencia que corresponde a aque´l en el que no existe tal
interaccio´n. Este u´ltimo punto es precisamente la principal debilidad de estos me´todos, al no haber













donde Aij(r) es una funcio´n que describe las interacciones entre los a´tomos tipo i y j (suma total de
todos los a´tomos ligando-diana como una funcio´n de la distancia r), gij(r) es la probabilidad de que los
a´tomos i y j este´n a una distancia r, g(r) es la probabilidad del estado de referencia, k es la constante
de Boltzmann y T la temperatura. Estas funciones tambie´n se conocen como potenciales de fuerza
media o potenciales estad´ısticos.
Las funciones de scoring basadas en campos de fuerzas descomponen la energ´ıa de unio´n ligando-diana
en la suma de una serie de te´rminos de interaccio´n individuales, tales como vdW, electrosta´tico, enlace
de hidro´geno, etc... que en su definicio´n utilizan para´metros de meca´nica molecular. Una funcio´n t´ıpica
basada en un campo de fuerzas se muestra en la Ecuacio´n 16.5, donde solo se han considerado las














Aij y Bij son los para´metros de vdW que dependen del tipo de a´tomo asignado a i y j, rij es la distancia
entre el i-e´simo a´tomo de la diana y el j-e´simo a´tomo del ligando, qi y qj son las cargas parciales de
los a´tomos i y j respectivamente, y ε es la constante diele´ctrica del solvente.
16.2.5. El proceso de docking
Para tener en cuenta el nu´mero tan elevado de grados de libertad que se manejan en docking, se han
desarrollado diversas metodolog´ıas, que de manera general se pueden englobar en tres aproximaciones:
docking r´ıgido, docking con prote´ına r´ıgida y ligando flexible y docking flexible.
Docking r´ıgido
En la aproximacio´n de docking r´ıgido se considera que tanto el ligando como la diana son componentes
r´ıgidos, sin grados de libertad internos. Esto reduce la complejidad del problema a rotaciones y tras-
laciones del ligando en relacio´n a la diana. Sin embargo, esta aproximacio´n es demasiado simplista, ya
que ambas especies son entidades de naturaleza flexible. No obstante, es un me´todo muy usado como
primera alternativa en programas de docking nuevos.
Docking de diana r´ıgida y ligando flexible
Asumiendo que la aproximacio´n de llave-cerradura es aceptable como modelo de unio´n ligando-diana,
la flexibilidad de la prote´ına se puede omitir. De esta manera la bu´squeda conformacional del ligando se
convierte en la parte ma´s importante del problema a resolver. En muchos casos la exploracio´n sistema´ti-
ca no es siempre posible, debido al efecto de la explosio´n combinatoria que supone la enumeracio´n de
todas las posibles rotaciones de cada a´ngulo de torsional en el ligando, y es por tanto necesario recu-
rrir a otras aproximaciones. Hay multitud de me´todos o algoritmos implementados en los programas
de docking aunque se pueden clasificar, de forma general, en tres categor´ıas principales: construccio´n
incremental, pre-ca´lculo de las conformaciones del ligando o su generacio´n in situ. La construccio´n
incremental implica el ana´lisis conformacional on the fly (al vuelo) dentro de las limitaciones del sitio
de unio´n, por divisio´n del ligando en fragmentos y su posterior unio´n de manera secuencial (e´ste es
el me´todo usado en los programas FlexX [31] o Surflex [18]). En el me´todo de conformaciones del
ligando pre-calculadas, las conformaciones del ligando son generadas antes de la operacio´n de docking
y guardadas en una base de datos para su uso posterior (as´ı funcionan los programas CRDOCK [6] y
GLIDE [32]). Por u´ltimo, cuando las conformaciones son generadas in situ, la totalidad del ligando se
adapta de forma continua al sitio activo de la diana. En este u´ltimo caso, las te´cnicas ma´s empleadas
son: a) complementariedad de forma, basada en la evaluacio´n de la concordancia entre la conformacio´n
del ligando y el sitio activo de la diana en te´rminos geome´tricos (es el caso del programa DOCK [8]);
b) algoritmos gene´ticos, basados en la teor´ıa de la evolucio´n de Darwin o en la teor´ıa de la herencia de
Lamarck (como los empleados en los programas GOLD [41] o AutoDock [11]); c) algoritmo de Monte
Carlo, generacio´n aleatoria de grupos de rotacio´n, traslacio´n y orientacio´n de los ligandos y evalua´ndo-
los despue´s con una funcio´n de scoring (como en el programa LigandFit [40]); d) bu´squeda tabu´, basada
en la generacio´n de poses de forma aleatoria llevando una lista de los sitios o conformaciones que ya
han sido probadas (es el caso del programa PRO LEADS [28]); y e) algoritmos bio-inspirados, basados
en la inteligencia de los enjambres o en las estrategias de las colonias de hormigas (como el programa
PLANTS [23]).
Docking flexible
Con respecto a la diana, y siempre que se incluya la flexibilidad del ligando, los me´todos se clasifican en
funcio´n del grado de flexibilidad que esta incorpore. Una primera aproximacio´n es la conocida como soft
docking, donde se realiza una relajacio´n de los potenciales de interaccio´n, que trae como consecuencia
una expansio´n en las dimensiones del centro activo, lo que simulan el efecto del ajuste o acoplamiento
inducido (esta aproximacio´n se usa en los programas Glide y GOLD). El siguiente paso es el uso, a
trave´s de un algoritmo de Monte Carlo, de una coleccio´n de rota´meros para probar los cambios en
las cadenas laterales de la diana, como se hace en los programas GOLD, Glide, AutoDock, FlexX e
ICM [37]. Si se dispone de varias estructuras de la misma diana, puede usarse el esquema del complejo
relajado, que consiste en realizar diferentes experimentos de docking de forma individual y hacer luego
una promedio con los resultados. Este proceso tambie´n se puede emplear con estructuras generadas por
simulaciones de dina´mica molecular (Cap´ıtulo 17) o ana´lisis de modos normales (Cap´ıtulo 18). Ambas
te´cnicas se han empleado tambie´n para tener en cuenta la flexibilidad total de la diana, mientras que al
mismo tiempo se hace el docking del ligando. Los programas AutoDock, ICM, Glide o GOLD permiten
realizar este tipo de docking usando diferentes conformaciones para la diana.
La etapa de re-scoring
Es bien conocido que la clasificacio´n de las poses de docking atendiendo a las funciones de scoring no
garantiza siempre que la mejor solucio´n de la lista sea la correcta. Es por ello aconsejable considerar
una descripcio´n ma´s detallada del proceso de unio´n incluyendo funciones de scoring ma´s precisas y
complejas en etapas posteriores a las aproximaciones iniciales. Algunos me´todos usan una aproximacio´n
basada en factores de ponderacio´n, de manera que a la puntuacio´n original es escalada por un factor
que depende de aspectos geome´tricos o propiedades drug-like.
16.2.6. El problema de docking: co´mo evaluar la validez de los resultados
La evaluacio´n y ordenacio´n de las mu´ltiples soluciones predichas por el algoritmo de bu´squeda son
los aspectos ma´s cr´ıticos de los protocolos de docking. La funcio´n de scoring deber´ıa representar de la
forma ma´s adecuada posible la termodina´mica de la unio´n ligando-diana para ser capaz de diferenciar
el verdadero modo de unio´n entre todos los dema´s.
Al menos son necesarias dos cosas para probar la precisio´n de un nuevo programa de docking y su
funcio´n (o funciones) de scoring : un conjunto de complejos con estructura 3D conocida y una medida
para cuantificar co´mo se parecen los resultados de docking a las estructuras experimentales. Aqu´ı, el
uso de la desviacio´n cuadra´tica media, o RMSD de sus siglas en ingle´s root-mean-square deviation, es
el ma´s extendido (Figura 16.4). Con esto nos referimos a la parte estructural del docking. Adema´s, si
se tienen datos de afinidad/actividad experimental del ligando por la diana, se pueden evaluar co´mo
de bien las funciones de scoring reproducen estos valores. Esta es la parte energe´tica del docking.
Figura 16.4: Representacio´n gra´fica del RMSD.
Evaluacio´n estructural
En un estudio de docking t´ıpico, y con el fin de ver si nuestro algoritmo es adecuado, dado un conjunto
de complejos ligando-diana, los ligandos se extraen de sus complejos y se hace docking de cada uno
de ellos en su propia diana. Despue´s, se calcula el RMSD para cada pose usando como referencia
la estructura experimental. Si el valor del RMSD de la pose elegida como la mejor de las soluciones
esta´ por debajo de 1.0 A˚ se considera que el resultado es aceptable, aunque muchos autores aumentan
este valor de corte hasta 1.5 A˚ o incluso hasta 2.0 A˚ (Figura 16.4). Por encima de este valor l´ımite los
resultados se consideran incorrectos. Otro para´metro para probar la eficacia del me´todo de docking es
el porcentaje de acierto o e´xito, definido como el porcentaje de estructuras predichas con valores de
RMSD por debajo de 2.0 A˚. El valor medio para la mayor´ıa de los programas de docking esta´ en torno
al 70-75 %, aunque pueden encontrarse porcentajes mayores dependiendo del programa y del conjunto
de complejos ligando-diana utilizado en su evaluacio´n.
Evaluacio´n energe´tica
Esta es, con diferencia, la evaluacio´n ma´s complicada en los ca´lculos de docking. La funcio´n de scoring
debe ser capaz de distinguir y elegir como mejor solucio´n, de entre todas las posibles, aquella con
el menor valor de RMSD con respecto a la estructura experimental. Generalmente se asume que el
problema de muestreo (encontrar la pose correcta) esta´ ma´s o menos resuelto, pero la baja correlacio´n
encontrada entre los valores de energ´ıa calculados con la funcio´n de scoring y el RMSD indican lo
contrario.
Tratar de predecir valores de afinidad/actividad es algo incluso ma´s exigente. Un estudio bastante ex-
tensivo empleando diferentes dianas y combinaciones de programas de docking y funciones de scoring
demuestra la falta de una correlacio´n significativa entre valores de afinidad/actividad y las energ´ıas
libres de unio´n calculadas. Esto significa que la funcio´n de scoring, aun siendo capaz de reproducir
estructuras experimentales de forma precisa, no es suficientemente buena para la prediccio´n de afinida-
d/actividad, principalmente debido al hecho de que sacrifica precisio´n en favor de la velocidad de ca´lculo.
En otras palabras, los principios f´ısicos subyacentes que gobiernan las interacciones ligando-diana no
esta´n debidamente implementados. De hecho, la entrop´ıa, los efectos del disolvente y la flexibilidad de
la prote´ına raramente se tienen en cuenta o se usan a un nivel teo´rico muy bajo, a pesar del aumento
en el poder de computacio´n. Sin embargo, en un futuro cercano se esperan avances significativos en
esta a´rea.
16.3. Cribado virtual
El objetivo principal del cribado virtual (VS, siglas que en ingle´s hacen referencia a Virtual Scree-
ning) es diferenciar, de entre un conjunto de pequen˜as mole´culas o ligandos (quimioteca), aquellas
que teo´ricamente pueden encajar en una cavidad para bloquear/activar la funcio´n de una determinada
diana (ligandos verdaderos) de las que no (falsos ligandos) [34]. Se trata de una alternativa teo´rica
al me´todo experimental conocido como High-Throughput Screening (HTS) o cribado farmacolo´gico de
alto rendimiento, pero con un coste y una necesidad de recursos mucho ma´s reducidos.
Dado que los me´todos teo´ricos ma´s fiables son a su vez lo ma´s costosos computacionalmente, y que
el nu´mero de mole´culas con el que estamos tratando es bastante elevado (del orden de millones), el
protocolo de VS se configura como una serie de filtros sucesivos donde la complejidad del filtro aumenta
a medida que el nu´mero de mole´culas va disminuyendo. Normalmente se representa como un embudo
con la parte ancha hacia arriba y la estrecha hacia abajo, lo que da una idea de la reduccio´n en el
nu´mero de mole´culas a medida que se avanza en el protocolo (Figura 16.5).
El VS esta´ ganando aceptacio´n dentro del campo del disen˜o de fa´rmacos y cada vez contribuye con ma´s
mole´culas como nuevos candidatos a fa´rmaco. Sin embargo, esta te´cnica au´n no esta´ en un grado de
desarrollo que podamos considerar maduro. Aun as´ı, se esta´n produciendo avances muy prometedores
en la metodolog´ıa que ya esta´n produciendo buenos resultados.
Figura 16.5: Representacio´n de un protocolo general de cribado virtual.
16.3.1. Posibles escenarios para el VS
Dependiendo de la informacio´n estructural de la que dispongamos, el VS se puede dividir en dos
grandes grupos: el VS basado en la estructura (SBVS, siglas que en ingle´s corresponden a Structure-
Based Virtual Screening), cuando la estructura 3D de la diana es conocida, y b) el VS basado en el
ligando (LBVS, siglas que en ingle´s corresponden a Ligand-Based Virtual Screening), cuando lo que
se conoce es la estructura de un grupo de ligandos activos (o no) frente a la diana de intere´s. En el
primer caso la te´cnica ma´s utilizada es docking, mientras que el segundo caso la estrategia dominante
esta´ basada en seleccionar motivos comunes entre las mole´culas activas (o las inactivas) para definir lo
que se denomina un farmaco´foro. El farmaco´foro se emplea entonces como un molde o plantilla sobre
la que se realizan ca´lculos de semejanza molecular con los compuestos de la quimioteca con el fin de
recuperar aquellos que ma´s se parezcan a la plantilla.
En comparacio´n, el nu´mero de aplicaciones publicadas donde se aplica el SBVS es aproximadamente el
triple al correspondiente a LBVS, aunque este u´ltimo ha demostrado ser ma´s eficiente en la identificacio´n
de nuevas mole´culas que el SBVS. Sin embargo, quiza´s el mejor enfoque ser´ıa combinar, en la medida de
lo posible, las dos te´cnicas, de manera que se pueda aprovechar toda la informacio´n disponible relativa
al problema que se esta´ tratando. Esta estrategia deber´ıa sin duda aumentar nuestras probabilidades
de e´xito. De hecho, en muchos de los estudios de VS en los cuales se han combinado ambos me´todos,
los candidatos seleccionados han resultado ser los mejores en te´rminos de actividad. En la Figura 16.5
se describe un protocolo general de VS.
16.3.2. Estudios de VS retrospectivos y prospectivos
La palabra retrospectivo hace aqu´ı alusio´n a aquellos estudios de VS donde los resultados ya se conocen
de antemano, y por lo tanto son muy u´tiles en la validacio´n de nuevos protocolos. Por lo general, el
conjunto de estudio consiste en unas cuantas mole´culas cuya actividad frente a la diana de intere´s ya
ha sido confirmada, y una serie de sen˜uelos (decoys) que se suponen sin actividad frente a la misma
diana. Como se ha mencionado antes, el experimento consiste en ver si el me´todo elegido para realizar
el VS es capaz de distinguir entre ambos grupos de mole´culas. La eleccio´n de los sen˜uelos es un punto
muy delicado y en gran medida el factor determinante de que los resultados sean de alguna manera
significativos y el me´todo pueda aplicarse de manera prospectiva (ver ma´s adelante) en estudios reales
de bu´squeda de nuevos fa´rmacos. En particular, los sen˜uelos deben de ser estructuralmente distintos
a los compuestos activos pero con las mismas propiedades f´ısico-qu´ımicas. De esta manera se evita un
posible sesgo de que las mole´culas sean seleccionadas simplemente porque se parezcan a las activas.
Una fuente bien establecida de conjuntos de datos para estudios de VS es DUD [15] (acro´nimo del
ingle´s Directory of Useful Decoys) y su versio´n mejorada DUD-E [29] (la E corresponde a Enhanced).
Al igual que en docking, para hacer una valoracio´n retrospectiva de un protocolo de VS adema´s de
un conjunto adecuado de datos (activos + sen˜uelos) se necesita una medida para evaluar la eficiencia
del me´todo. En general, una medida fiable deber´ıa: a) ser independiente de variables extensivas (es
decir, aquellas que dependan del nu´mero de mole´culas activas, sen˜uelos, o incluso de las dianas); b)
ser suficientemente robusta; c) plantear un modo directo de evaluar el error; d) no contener ningu´n
para´metro libre; y e) ser interpretable y fa´cilmente entendible. Las medidas ma´s comunes son el factor
de enriquecimiento (EF, acro´nimo que en ingle´s corresponden a Enrichment Factor) y el a´rea bajo la
curva (AUC, acro´nimo que en ingle´s corresponden a Area Under the Curve) de una representacio´n
ROC (acro´nimo de Receiver Operating Characteristic). El EF mide, para un porcentaje determinado
del conjunto de estudio, la relacio´n entre la cantidad de compuestos activos recuperados y la cantidad
que de estos se habr´ıan seleccionado si se hubiera hecho al azar. El AUC de una curva ROC representa
la fraccio´n de veces que una mole´cula activa seleccionada al azar poseera´ una mayor puntuacio´n que
una inactiva tambie´n seleccionada al azar. En la Figura 16.6 se muestra un ejemplo de cada una de las
curvas as´ı como las fo´rmulas necesarias para su ca´lculo.
Por otro lado, en los estudios prospectivos de VS no tenemos un conocimiento previo sobre el tipo
de compuestos que podr´ıan unirse o no a una diana en particular. Su objetivo es por tanto intentar
encontrar candidatos mediante el cribado de quimiotecas. Estos estudios son la prueba final de la val´ıa
de cualquier protocolo de VS. La te´cnica claramente dominante es el docking, pero debido a su carga
computacional, se usan filtros basados, por ejemplo, en puntos farmacofo´ricos obtenidos de la estructura
de la diana, con el objetivo de reducir el taman˜o de la quimioteca. Es necesario sen˜alar de nuevo que
en un experimento de VS basado en docking la funcio´n de scoring se evalu´a no so´lo por su habilidad en
diferenciar entre ligandos verdaderos y falsos (compuestos activos e inactivos) a trave´s de la asignacio´n
correcta de puntuaciones a cada una de las poses de docking, sino tambie´n por su habilidad para
recuperar tantos quimiotipos (diferentes fragmentos o bloques qu´ımicos) como sea posible con el fin de
Figura 16.6: Curvas EF y ROC con sus ecuaciones.
lograr una mayor diversidad.
16.3.3. Realizacio´n de estudios de VS: herramientas e infraestructuras
La cantidad de datos que hay que manejar en los estudios de VS es enorme. Por lo tanto, el me´todo
tradicional de trabajar con una diana, unos pocos ligandos, un programa de docking y varios ficheros
es inapropiado. El desaf´ıo del VS, al menos de una manera gene´rica, es co´mo cribar quimiotecas
que contienen millones de compuestos en un periodo de tiempo razonable con un cierto grado de
confianza. Hoy en d´ıa es factible realizar LBVS en ordenadores personales, ya que es posible comparar
varios millones de mole´culas por CPU al d´ıa sin mayor problema. Sin embargo, para protocolos ma´s
elaborados es necesario recurrir a la computacio´n de alto rendimiento (HPC, acro´nimo del ingle´s High
Performance Computing), a la computacio´n en grid (grid computing), o a la computacio´n en la nube
(cloud computing).
En HPC la aproximacio´n ma´s directa es procesar los ligandos usando un esquema en paralelo donde la
quimioteca se divide en N particiones iguales correspondientes al nu´mero de CPUs disponibles. Grid
computing hace referencia a un conjunto heteroge´neo de dispositivos de ca´lculo conectados entre s´ı a
trave´s de la red y que pertenecen y son administradas por distintas instituciones. La computacio´n
voluntaria (VC, acro´nimo del ingle´s Volunteer Computing) es un caso extremo de computacio´n grid.
La diferencia entre computacio´n grid y HPC estriba principalmente en que la primera tiende a ser ma´s
heteroge´nea y a estar geogra´ficamente ma´s dispersa que la segunda, aprovechando la gran cantidad
de ordenadores conectados a trave´s de Internet y proporcionando un poder de ca´lculo virtualmente
infinito, mucho ma´s alla´ de cualquier centro de supercomputacio´n. Algunos de los proyectos de VC ma´s
conocidos son SETI@home 1 y FOLDING@home 2. Tambie´n hay ejemplos donde se usa docking y VS
como el proyecto Screensaver-Lifesaver (proyecto donde se emplearon ma´s de 1.5 millones de PCs y se
cribaron del orden de 3500 millones de compuestos frente a dianas contra el ca´ncer) 3, Docking@Home
(enfocado en la bu´squeda de nuevos fa´rmacos contra el virus del sida) 4, WISDOM (para encontrar
nuevos inhibidores contra la malaria) [20] o Ibercivis (para encontrar nuevos inhibidores contra el ca´ncer
o la enfermedad de Alzheimer) 5. Por u´ltimo, cloud computing es una tecnolog´ıa emergente que se refiere
a la provisio´n de recursos computacionales bajo demanda por medio de una red de ordenadores, y la
principal ventaja es que libera a los usuarios de la dependencia de cierto hardware y software.
Adema´s de estas infraestructuras, hay una tendencia natural hacia la automatizacio´n de las tareas re-
lacionadas con VS proporcionando una Interfaz Gra´fica de Usuario (GUI, acro´nimo del ingle´s Graphic
User Interface) que facilite la definicio´n de los diferentes pasos del protocolo: preparacio´n de ligando
y diana, docking y visualizacio´n de los resultados. La GUI da acceso a las principales capacidades im-
plementadas en el programa de docking de una forma sencilla, y la mayor´ıa de estos programas poseen
ya una GUI (como BDT [39] y DOVIS [19] para AutoDock). Otra alternativa consiste en desarrollar
conectores (plugins en ingle´s, un componente de software que an˜ade cierta funcionalidad a una aplica-
cio´n) que pueden implementarse en una interfaz tipo PyMOL 6 y parece ser la tendencia actual dada la
cantidad de estos que han visto la luz u´ltimamente (AutoDock/Vina [33], AMBER/AutoDock/SLIDE
[26]). Un paso ma´s alla´ son las llamadas plataformas de VS, es decir, sistemas ma´s sofisticados que
integran multitud de piezas que hacen posible de manera sencilla configurar protocolos de VS ma´s
complejos (Pipeline Pilot [13], DVSDMS [42], SOMA [25] y VSDMIP [5]). Una plataforma de este
tipo debe hacer frente a la gran cantidad de datos de la forma ma´s eficiente posible, lo que implica
incluir un motor de base de datos por debajo de cada operacio´n de VS. Aunque este tema parece ser
de conocimiento e intere´s general, muy pocas plataformas la incluyen. Por u´ltimo, otro ejemplo intere-
sante es DOCK Blaster [17], donde se puede realizar un estudio completo de VS usando como entrada
solamente el co´digo PDB de la diana deseada, con todas las herramientas necesarias implementadas en
una plataforma v´ıa web.
16.4. Docking prote´ına-prote´ına
Al igual que en el estudio de las interacciones entre ligandos y sus dianas, entender la manera en la que
se producen las interacciones entre prote´ınas aporta informacio´n sobre si esa unio´n esta´ relacionada
con su funcio´n y co´mo manejarla con fines terape´uticos.
El punto de partida para estudiar el modo de unio´n entre dos prote´ınas mediante herramientas de
docking es el conocimiento de las correspondientes estructuras tridimensionales de ambos sistemas,
procedentes de la cristalograf´ıa de rayos-X, la espectroscop´ıa de RMN, la criomicroscop´ıa electro´nica o
bien modeladas de forma teo´rica.
Los diferentes algoritmos que se emplean en los estudios de docking prote´ına-prote´ına tienen como
objetivo obtener una lista ordenada de todas las posibles soluciones (poses), entre las cuales y al igual
que en el docking ligando-diana, debe de haber una lo ma´s semejante posible a la estructura nativa
(experimental) del complejo. Obviamente, en la mayor´ıa de los casos, la estructura del complejo formado
entre las prote´ınas a estudiar es desconocida y es ah´ı donde juega un papel importante co´mo evaluamos
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la calidad de las diferentes poses de docking. Esto se suele llevar a cabo a trave´s de una funcio´n de
puntuacio´n (scoring), la cual nos ayuda a producir una priorizacio´n (ranking) de las soluciones.
La fuerza que conduce a la unio´n entre prote´ınas se corresponde con el cambio de energ´ıa libre asociado a
dicho proceso, lo que a su vez depende de las propiedades f´ısico-qu´ımicas y estructurales de las prote´ınas
implicadas tanto de una manera global (superficie polar/apolar) como de una manera ma´s local a trave´s
de la interaccio´n entre determinados residuos que pueden ser claves para la estabilidad del complejo
que se forma.
La prediccio´n de la unio´n entre dos prote´ınas representa un problema de mayor complejidad en com-
paracio´n con el que hemos visto anteriormente sobre interacciones prote´ına-ligando, ya que el nu´mero
de grados de libertad en este caso es mucho mayor. Tratar de reproducir de forma detallada las inter-
acciones que se producen en cada una de las posibles poses usando me´todos como dina´mica molecular
puede convertirse en algo totalmente inabordable con los medios computacionales actuales. En cual-
quier caso, si se conocen las zonas de unio´n en la superficie de las prote´ınas, el nu´mero de posibilidades
del problema se reduce dra´sticamente, aumentando as´ı las posibilidades de e´xito. Para an˜adir un punto
extra a la complejidad del problema, hay que tener en cuenta que las prote´ınas no son en absoluto
esta´ticas (tal y como se pone de manifiesto en diferentes cap´ıtulos de este libro), y que las estructuras
de una prote´ına antes y despue´s de unirse pueden ser significativamente diferentes. Esto implica que
para predecir de manera precisa dicha unio´n, en muchos casos debemos tener en cuenta la flexibilidad
de las estructuras. Este problema se ha abordado desde diferentes puntos de vista y nos puede ayudar
a entender las capacidades y limitaciones de los diferentes algoritmos de docking que vamos a tratar a
continuacio´n.
16.4.1. El proceso de docking
Existen muchos me´todos computacionales capaces de generar cientos de posibles poses entre las dos
prote´ınas sometidas a estudio. El primer paso suele consistir en una bu´squeda sistema´tica de las posibles
geometr´ıas de unio´n, seguido de una evaluacio´n a trave´s de una funcio´n de puntuacio´n, para finalizar
con una etapa de refinado de las estructuras ma´s prometedoras, es decir, de aquellas que hayan obtenido
una mejor puntuacio´n. Este proceso se puede repetir varias veces, dependiendo del protocolo utilizado
por los diferentes programas de docking.
Docking r´ıgido
Esta´ demostrado que un porcentaje importante de las prote´ınas estudiadas hasta nuestros d´ıas presen-
tan movimientos relativamente pequen˜os una vez que se produce su unio´n a otras. Por tanto, en estos
casos podemos considerar el docking r´ıgido como una buena aproximacio´n. Como veremos ma´s adelan-
te, es importante refinar las soluciones ma´s prometedoras para tener en cuenta estos movimientos (por
pequen˜os que sean) y as´ı reproducir las interacciones nativas presentes en el complejo con un mayor
acierto.
Dentro de las estrategias ma´s comunes para realizar docking r´ıgido entre prote´ınas esta´n los me´todos
de indexado geome´trico, donde la superficie de la prote´ına se reduce a una serie de descriptores y
se buscan las partes de ambas prote´ınas que puedan encajar entre s´ı [30], o los me´todos basados en
correlaciones entre las Transformadas Ra´pidas de Fourier (TRF), que localizan de forma muy eficiente
los solapamientos entre las superficies de las prote´ınas [21].
La aproximacio´n basada en el me´todo de indexado geome´trico se uso´ originalmente como una te´cnica
de visualizacio´n computacional, para ajustar uno o ma´s conjuntos de datos. En este tipo de algorit-
mos se reduce cada prote´ına a un conjunto de tria´ngulos que se almacenan en tablas indexadas, las
cuales permiten la bu´squeda de tria´ngulos de manera ra´pida. Dado que estos tria´ngulos representan
puntos en la superficie con ciertas propiedades geome´tricas (concavidad/convexidad) y f´ısico-qu´ımicas
(hidrofobicidad/hidrofilicidad) podemos buscar tria´ngulos coincidentes con propiedades geome´tricas o
f´ısico-qu´ımicas complementarias. Mediante este proceso, podemos evaluar las diferentes poses genera-
das a trave´s de rotaciones y traslaciones de una de las prote´ınas (considerada como ligando) alrededor
de la otra (considerada como receptor).
Desde otro punto de vista, en la aproximacio´n basada en TRF, cada prote´ına se representa como
una malla cu´bica donde a cada punto de la malla se le asigna un identificador dependiendo de si
pertenece al interior de la prote´ına, a su superficie o al exterior. Utilizando me´todos geome´tricos se
pueden superponer las superficies de las mallas del receptor y del ligando y calcular la bondad del
ajuste. El problema de esta aproximacio´n es de nuevo la capacidad de ca´lculo de los ordenadores
disponibles hoy en d´ıa, por lo que se han desarrollado aproximaciones ma´s eficientes basadas en el
teorema de correlacio´n de Fourier. La transformacio´n discreta de Fourier de las mallas correspondientes
al receptor so´lo se calculan una vez, y una vez para cada orientacio´n del ligando. El problema de tener
que pre-calcular todas las rotaciones deseadas del ligando en el espacio de coordenadas cartesianas para
despue´s transformarlo a sus equivalentes en el espacio de Fourier, se puede evitar correlacionando bases
de funciones polares esfe´ricas que representen la forma de la superficie de la prote´ına.
Docking flexible
Si las prote´ınas que forman el complejo experimentan cambios conformacionales apreciables una vez
que este se ha formado, es dif´ıcil que obtengamos alguna solucio´n parecida a la nativa usando docking
r´ıgido incluso con un refinado posterior de las mejores soluciones. Predecir los cambios de conformacio´n
de las prote´ınas es una tarea costosa en te´rminos computacionales, as´ı como compleja desde el punto de
vista de la descripcio´n f´ısica de la unio´n, y por ello, hasta el momento, no se ha conseguido desarrollar
una estrategia directa que nos permita confiar en las soluciones obtenidas. En cualquier caso, ya que
este es un problema de gran intere´s para entender co´mo funciona la maquinaria celular, la comunidad
cient´ıfica esta´ desarrollando mu´ltiples estrategias que, en algunos casos, ya se ha conseguido aplicar
con e´xito. Alguna de ellas se revisa a continuacio´n.
Si sabemos que el cambio conformacional es grande so´lo en una de las prote´ınas implicadas en la
formacio´n del complejo, podemos intentar reproducir sus conformaciones mediante te´cnicas de dina´mica
molecular [12] (Cap´ıtulo 17), modos normales (Cap´ıtulo 18) o incluso RMN (Seccio´n 7.7), generando
as´ı un conjunto de estructuras iniciales. En algunos casos encontraremos que la estructura nativa de
esta prote´ına esta´ dentro del conjunto de estructuras pre-generadas, por lo que es razonable pasar a la
aproximacio´n de docking r´ıgido. Todas las poses que se obtengan sera´n evaluadas seleccionando aquellas
que resulten con las mejores puntuaciones. Al usar esta aproximacio´n debemos tener en cuenta que se
puede producir un nu´mero significativo de falsos positivos ya que en algunos casos podemos encontrar
poses con una buena puntuacio´n debido a un buen ajuste de las superficies de interaccio´n, pero que no
sean similares a la estructura nativa.
En otros casos podemos tener ciertas evidencias sobre la localizacio´n del sitio de unio´n entre ambas
prote´ınas o incluso sobre algunas de las interacciones que se establecen cuando se forma el complejo. De
esta manera podemos reducir de forma importante el nu´mero de poses posibles. Aqu´ı es ma´s factible
el uso de docking y dina´mica molecular de forma simulta´nea. En este modelo es posible incluir la
flexibilidad de toda la prote´ına o de una cierta regio´n durante el docking, por lo que, en principio, es
un me´todo parecido al escenario real en el que se produce la formacio´n de complejos entre prote´ınas.
16.4.2. Clasificacio´n y post-procesado de las soluciones
Una funcio´n ideal de evaluacio´n de poses de docking deber´ıa ser capaz de reconocer contactos similares a
los que presenta la estructura nativa, y a la vez, de diferenciarlos de aquellos que no lo son. Las funciones
de evaluacio´n pueden estar basadas en campos de fuerza, en las que diferentes contribuciones energe´ticas
se encuentran ponderadas, o pueden desarrollar potenciales estad´ısticos basados en la informacio´n
estructural que se encuentra en las bases de datos que contienen las estructuras experimentales de los
complejos. Normalmente, un u´nico descriptor (como la complementariedad de superficie) o un te´rmino
energe´tico (vdW o electrosta´tico) no suele ser capaz de distinguir entre poses nativas y no nativas, por
lo que normalmente se utiliza una combinacio´n de varios te´rminos.
Las funciones de energ´ıa basadas en campos de fuerza son semejantes a las descritas anteriormente para
docking prote´ına-ligando (Seccio´n 16.2), aunque algunos de sus para´metros pueden estar ajustados a
tipos de a´tomo espec´ıficos pertenecientes a los aminoa´cidos que forman parte de la estructura de las
prote´ınas [2]. Las funciones emp´ıricas, al estar basadas en un modelo de regresio´n estad´ıstica entre la
actividad experimental y ciertas propiedades de los modos de unio´n nativos, se entrenan espec´ıficamente
con un conjunto determinado de complejos prote´ına-prote´ına, por lo que su aplicabilidad es reducida
[7]. Finalmente, las funciones de energ´ıa desarrolladas como potenciales estad´ısticos se basan en el
ana´lisis de la frecuencia con la que se observan ciertas interacciones entre determinados residuos en
las estructuras experimentales de los complejos prote´ına-prote´ına. Este ana´lisis estad´ıstico se puede
llevar a cabo tanto a nivel de contactos entre residuos, o de forma ma´s detallada, contactos entre
a´tomos. Basa´ndonos en esta informacio´n, podemos construir una funcio´n de evaluacio´n basada en el
conocimiento (knowledge-based) donde se evalu´a cada pose comparando sus contactos con la frecuencia
con que estos se producen en la base de datos de estructuras [16].
Las poses obtenidas por un algoritmo de docking requieren siempre de un refinado posterior mediante
el ajuste fino de las posiciones ato´micas, lo que normalmente implica la reorientacio´n de las cadenas
laterales de los residuos, as´ı como ciertos movimientos en las asas que conectan otros elementos de
estructura secundaria. El e´xito del refinado de las soluciones depende de que el conjunto de estructuras
seleccionadas contenga alguna solucio´n lo suficientemente parecida a la estructura nativa. Por lo tanto,
en la clasificacio´n de soluciones no so´lo se necesita reconocer y preseleccionar modos de unio´n cercanos
a la estructura nativa, sino que a la vez tiene que tolerar ciertas imprecisiones en la interfaz de contacto
prote´ına-prote´ına para dar la oportunidad al refinado de reconstruir adecuadamente las interacciones
nativas.
Con anterioridad al refinado de las soluciones se suelen aplicar algoritmos de agrupamiento (clustering)
para reducir el nu´mero de candidatos. Estos algoritmos producen subconjuntos de soluciones de los
que se escoge como representante de cada subconjunto aquella pose que tiene la mejor puntuacio´n.
El refinado de soluciones puede llevarse a cabo mediante te´cnicas de minimizacio´n de la energ´ıa, donde
la descripcio´n de la estructura del complejo esta´ basada en un campo de fuerzas de meca´nica molecular
(ver ). Estas minimizaciones suelen converger a mı´nimos de energ´ıa locales cercanos a la posicio´n inicial
donde se producen reorientaciones de las cadenas laterales de ciertos residuos, pequen˜os movimientos
que eliminen choques entre a´tomos, o que permiten adoptar posiciones ido´neas para establecer redes de
enlaces de hidro´geno. Otra alternativa es el uso de la dina´mica molecular mediante la cual es posible
lograr mayores cambios conformacionales en comparacio´n con las te´cnicas basadas en la minimizacio´n
de la energ´ıa. De este modo podemos reorientar la solucio´n de docking a mı´nimos de energ´ıa cercanos a
la posicio´n inicial pero que mejoren sustancialmente las interacciones entre las superficies de contacto.
Para reproducir de forma realista la interaccio´n, en la mayor´ıa de los casos es necesaria la incorporacio´n
de mole´culas de agua e iones durante la simulacio´n, ya que es normal que se encuentren mediando
ciertas interacciones entre las prote´ınas. Por supuesto el uso de la dina´mica molecular para el refinado
incrementa notablemente el coste computacional, por lo que debemos tener en cuenta el nu´mero de
soluciones que queremos refinar respecto al coste computacional que podemos permitirnos. Finalmente,
la aplicacio´n de modos normales en el refinado de soluciones de docking se aplica tambie´n con cierto
e´xito, si bien su uso esta´ menos extendido [27] (ver Cap´ıtulo 18).
Por u´ltimo, una vez que hemos obtenido el conjunto de soluciones refinadas, es habitual realizar una
nueva evaluacio´n, ya que tras el refinado muchas poses habra´n mejorado sus energ´ıas de interaccio´n y
por tanto, el ranking habra´ cambiado con respecto a los resultados iniciales del docking.
16.5. Docking prote´ına-a´cido nucleico
Aunque en los pasados 25 an˜os se han producido grandes avances en los me´todos de docking prote´ına-
ligando y prote´ına-prote´ına, hasta el momento, existen muy pocos disen˜ados espec´ıficamente para
el modelado de las interacciones en las que esta´n involucrados los a´cidos nucleicos [22]. La falta de
programas de este tipo se debe principalmente a la dificultad del problema. Por un lado, el nu´mero de
estructuras tridimensionales de mole´culas que contienen a´cidos nucleicos es muy bajo en comparacio´n
con el nu´mero de estructuras que se pueden encontrar de otro tipo de mole´culas biolo´gicas, dada la
dificultad que conlleva su cristalizacio´n debido a su gran flexibilidad y su naturaleza de polianiones.
Otras dificultades asociadas tienen que ver con la identificacio´n de las superficies de interaccio´n con otras
mole´culas. Esto ha motivado que el estudio de estructuras prote´ına-DNA y prote´ına-RNA se suele hacer
a trave´s de los mismos me´todos que se usan en docking prote´ına-prote´ına, haciendo ciertas adaptaciones
que no van ma´s alla´ de incluir los tipos de a´tomos espec´ıficos que nos encontrados en las mole´culas de
DNA y RNA. En este sentido, el nu´mero de tipos de a´tomos que nos podemos encontrar en el RNA
es considerablemente mayor que en el DNA, ya que debido a las modificaciones postraduccionales el
RNA puede estar formado por ma´s de 100 tipos de nucleo´tidos diferentes. Es importante remarcar
que las adaptaciones de estos me´todos no so´lo se refieren a la generacio´n de poses de docking [35],
sino que puede corresponder tambie´n a otras a fases del modelado como el refinado de soluciones ma´s
prometedoras [27].
Finalmente, y debido a la ambigu¨edad de las soluciones obtenidas con me´todos que no han sido di-
sen˜ados para ese propo´sito, existen bases de datos con estructuras tridimensionales de complejos pro-
te´ına-DNA obtenidas de forma experimental que permiten validar si un me´todo es mejor que otro al
generar las poses [38].
16.6. Conclusiones generales y perspectivas de futuro
A pesar de su notable e´xito, la prediccio´n ra´pida y eficaz de las interacciones ligando-diana sigue siendo
el mayor desaf´ıo en docking. De la bibliograf´ıa de docking se deduce que tener en cuenta la flexibilidad
de la diana y una buena funcio´n de scoring siguen siendo las principales preocupaciones, as´ı como, en
menor medida, la flexibilidad del ligando.
En lo que se refiere a la flexibilidad del ligando, los mejores resultados en te´rminos de eficacia se obtienen
normalmente cuando se usan como entrada mu´ltiples conformaciones, en lugar de so´lo una, siempre
que e´stas representen de forma adecuada el espacio conformacional del ligando. Por otro lado, como la
flexibilidad de la diana depende en gran medida de la extensio´n de los cambios conformacionales que
suceden durante el proceso de unio´n, el grado de movimiento permitido puede variar de una diana a
otra. Cuando esta´n involucrados grandes movimientos sigue siendo virtualmente imposible tenerlos en
cuenta, principalmente debido al coste computacional que requieren, aunque actualmente se han hecho
algunos progresos en este sentido.
Con respecto al scoring, aunque se han desarrollado un gran nu´mero de funciones en las u´ltimas de´cadas,
el proceso de docking sigue siendo muy dependiente de las caracter´ısticas espec´ıficas del sitio activo y del
ligando. Por esta razo´n, la meta de obtener una funcio´n de scoring universal puede que sea demasiado
ambiciosa, ya que ninguna de ellas podr´ıa funcionar bien en todos los casos. No obstante, las funciones
de scoring hechas a medida para una determinada diana son una alternativa muy prometedora, sobre
todo cuando se posee suficiente informacio´n acerca de e´sta y algunos ligandos.
Como se ha demostrado en varios estudios comparativos, los me´todos de docking actuales son, por lo
general, ma´s capaces de predecir modos de unio´n y no afinidades. As´ı, la mejora del rendimiento de
la funcio´n de scoring en la prediccio´n de afinidad parece ser una meta ma´s urgente para desarrollos
futuros. Esto requiere esfuerzos continuos en el disen˜o de algoritmos mejorados para las interacciones
polares, las energ´ıas de solvatacio´n/desolvatacio´n, la entrop´ıa configuracional, etc. . . , sin comprometer
la eficiencia en te´rminos de tiempo de ejecucio´n.
Si bien es cierto que los me´todos de VS son muy populares, siempre se han caracterizado por una tasa
muy alta de falsos positivos y un rendimiento muy desigual entre dianas consideradas asequibles, y
aquellas imposibles de predecir sin tener informacio´n previa. Estos problemas, como se ha comentado
antes, derivan claramente de la imposibilidad de predecir afinidades de una manera consistente y con
un l´ımite de error aceptable.
A d´ıa de hoy, a pesar de las continuas mejoras metodolo´gicas en la interpretacio´n de la unio´n entre
mole´culas pequen˜as y dianas, como son la incorporacio´n rutinaria de la desolvatacio´n o la flexibilidad
en los ca´lculos, el problema sigue vigente y esta´ relacionado con la enorme complejidad del evento que
se pretende simular y las aproximaciones que tienen que aplicarse para que el ca´lculo de la afinidad se
pueda realizar en un tiempo adecuado con las tecnolog´ıas existentes.
Por otro lado, estos ca´lculos relacionados con efectos como la flexibilidad de las dianas, la desolvatacio´n
y la entrop´ıa, que intentan corregir este problema fundamental, conllevan un considerable aumento del
tiempo de computacio´n, por lo que seguramente sera´n tambie´n necesarias mejoras no solo metodolo´gicas
sino tambie´n de implementacio´n incremento de la velocidad de computacio´n, siendo este problema au´n
ma´s acuciante al aumentar an˜o tras an˜o el nu´mero de mole´culas disponibles en las quimiotecas.
Por lo que respecta al docking prote´ına-prote´ına, y aunque recientemente se han realizado grandes
avances en la incorporacio´n de la flexibilidad, el desarrollo de herramientas capaces de incorporar de
forma precisa tanto los movimientos intr´ınsecos de la prote´ına como los movimientos asociados a la
unio´n a otras mole´culas sigue siendo una tarea pendiente, ya que existe un cuello de botella en el
desarrollo de nuevos me´todos por la falta de precisio´n en la estimacio´n de estos movimientos.
Tambie´n es de esperar que en los pro´ximos an˜os se produzcan mejoras en la evaluacio´n de las poses
de docking, ya que los me´todos actuales presentan problemas asociadas con la rigidez. Otras mejoras
que au´n esta´n lejos de poder alcanzarse debido a su complejidad, pero que son de gran intere´s para
la comunidad cient´ıfica, tienen que ver con la prediccio´n de posibles plegamientos relacionado con la
unio´n.
Finalmente, en lo relativo al modelado de interacciones prote´ına-a´cido nucleico, queda au´n mucho
trabajo por delante. Es de esperar que se produzcan mejoras notables en un futuro no muy lejano,
sobre todo teniendo en cuenta el incremento que se esta´ produciendo en el nu´mero de estructuras
depositadas en las bases de datos. Por ejemplo, en el an˜o 2000 so´lo exist´ıan 551 estructuras en el PDB
que contienen fragmentos de DNA, mientas que en el an˜o 2012 esta cifra ascend´ıa a 3956. Sin lugar a
dudas, el hecho de que las te´cnicas aqu´ı tratadas vayan por delante en el estudio de las interacciones
entre prote´ına-ligando y prote´ına-prote´ına allanan en buena medida el camino para cuando llegue el
momento en el que se disponga de la suficiente informacio´n estructural como para abordar directamente
el problema del docking prote´ına-a´cido nucleico.
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